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研究成果の概要（和文）：SynGAP遺伝子は、ヒトの精神疾患リスク遺伝子の代表的なものの１つで、その遺伝子
産物蛋白質の具体的な働きや構造、変異型SynGAPがどのような異常を引き起こすかなどの情報は、創薬など精神
疾患治療法開発に重要であるため近年注目されている。本研究では、SynGAPおよびパートナー蛋白質のRap1Bを
大腸菌発現系で大量に調製し、構造生物学的手法で研究を行った。結果、Rap1Bの結晶構造解析によりその詳細
なスイッチ機構の解明に成功した。また、マラカイトグリーン法を利用して、SynGAPによるRap1BのGTPase活性
促進を小スケールで測定できる系を確立した。
研究成果の概要（英文）：The brain-specific synaptic GTPase activating protein (SynGAP) is important 
in synaptic plasticity. Mutations in SYNGAP1 gene cause epileptic encephalopathy, intellectual 
disability, and autism via haploinsufficiency.  Basic research is needed to better understand the 
molecular functions of the SynGAP protein, which will lead to targets for therapeutic intervention. 
 Structural biology methods were applied for the SynGAP function research.  Recombinant SynGAP and 
Rap1B (SynGAP can enhance Rap1B GTPase activity) were prepared using e-coli expression system.  We 
succeeded in solving high resolution crystal structure of the Rap1B protein and understanding its 
molecular switch mechanism.  We established small volume GTPase activity measurement system using 
malachite green.  Rap1B GTPase activity enhancement by SynGAP can be detected by this system.
研究分野：構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 精神疾患患者を対象にした遺伝子解析か
ら、特定の遺伝子変異が精神疾患発症に関与
することが示唆されており、それらは「精神
疾患リスク遺伝子」と呼ばれている。SynGAP 
(Synaptic Ras GTPase Activating Protein)
遺伝子は、精神疾患リスク遺伝子の代表的な
ものの１つである。精神遅滞や自閉症の原因
と考えられる変異が、単一の原因遺伝子とし
ては格段に高い割合で SynGAP 遺伝子から
見つかっている。タンパク質の具体的な働き
や構造、変異型 SynGAPがどのような異常を
引き起こすかなどの情報は、創薬など精神疾
患治療法開発に重要であるため、近年注目さ
れている。 
 なぜ SynGAP 遺伝子の異常が精神疾患の
原因となるのか。それは、SynGAP タンパク
質が脳神経細胞間のシナプス結合調節に決
定的に重要な役割を果たしているからであ
る。SynGAPはリン酸化によって活性化され、
Rap1bと呼ばれるGTP結合タンパク質の活性
をコントロールしている。結果、その下流に
続く細胞内シグナルカスケードの活動を調
節している。SynGAP に異常がある場合、こ
の調節機構がうまく働かず、シナプスの可塑
性に支障が生じ、結果として精神疾患を引き
起こすと考えられている。 
 
２．研究の目的 
 
 SynGAP タンパク質はドラッグターゲット
として注目されており、その具体的な働きや
構造、情報伝達タンパク質との具体的な相互
作用メカニズムの解明など、構造生物学の手
法を利用して得られる情報は、精神疾患発症
メカニズム解明に必須である。 
 Rap1b は単独でも弱い GTPase 活性を持つ
が、SynGAP と直接相互作用することによっ
てその活性が顕著に高くなる。本研究課題で
は、SynGAPの複数のドメインが、GTP結合
タンパク質 Rap1bの GTPase活性をどのよう
に上昇させるのか、構造生物学、生物物理学
的手法を用いて解明する。また、将来の創薬
開発のために、ハイスループット系に適用で
きるような Rap1-SynGAP 活性測定系を確立
する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 精神疾患の原因と考えられている変異型
SynGAP を大腸菌で発現・精製する。
Rap1bも同様に大腸菌で発現・精製する。 
 
(2) Rap1bのGTPase活性を測定する系を確立
する。マラカイトグリーンを利用した遊
離リン酸基濃度測定系で、100μl 程度の
少量で測定できるものを開発する。これ
は 96 穴プレートリーダー等に適用でき
る容量であり、将来の創薬開発でハイス
ループット系に使うことを見込んでいる。 
 
(3) Rap1bのＸ線結晶構造解析を行う。Rap1b
は GTP結合型、GDP結合型の２つの異な
る立体構造を利用して細胞内シグナルの
下流への伝達を ON・OFF するスイッチ
機能を果たしている。この機能の詳細な
分子メカニズムを解明する。 
 
(4) SynGAPとRap1bの相互作用解析を行う。
SynGAP は複数のドメインから構成され
ているため、Rap1b との結合、そして
Rap1b の活性コントロールに必要なドメ
イン部分がどこかを探る。様々な長さの
SynGAP を調製し、超遠心分析装置を用
いて SynGAPと Rap1bの結合の強さを調
べる。 
 
４．研究成果 
 
(1) SynGAP、Rap1bの大腸菌での発現・精製
に成功した。Rap1bは、GDP結合型、GTP
アナログ物質結合型の調製にも成功した。 
 
(2) マラカイトグリーン遊離リン酸基測定系
を利用して、Rap1bの GTPase活性を測定
できる系を確立した。SynGAP と混合す
ることによって Rap1b の GTPase 活性が
飛躍的に高くなることが確かめられた。
また、変異型 SynGAPを用いた実験も行
った。その結果、SynGAPの GAP domain
中の非常に良く保存されている特定の
Arg 残基がやはり重要で、この残基を他
のアミノ酸残基に置き換えると SynGAP
の Rap1b活性上昇機能がほぼ無くなるこ
とがわかった。またこのアミノ酸残基変
異は SynGAP自体の安定性にも寄与して
いることがわかった。この情報は共同研
究先の SynGAP遺伝子改変マウス作製の
ための基礎情報として共有した。 
 
(3) Rap1b のＸ線結晶構造解析に成功した。
Rap1bは GTP結合型、GDP結合型の２つ
の異なる立体構造を利用して細胞内シグ
ナルの下流への伝達を ON・OFF するス
イッチ機能を果たしている。Rap1b の
GTP アナログ分子結合型構造、および
GDP結合型構造の両方の解明に成功した
ので、詳細なスイッチ機構が明らかにな
った。 
 
(4) SynGAP （ PH-C2-GAP domains ） と
Rap1b(GTP アナログ結合型)の超遠心分
析を用いた相互作用解析を行ったところ、
μMオーダーのタンパク質濃度では明確
な相互作用は観測できなかった。しかし
この SynGAPは Rap1bの GTPase活性を
上昇させることが観測されている。つま
り、両者はμM を切るような Kd で相互
作用して活性調節を行っていることがわ
かった。今後、SynGAPの GAP domainよ
りも C末端側にあるリン酸化修飾部位が
SynGAP と Rap1b との相互作用にどのよ
うな影響を与えるか、また多数あるリン
酸化修飾部位のそれぞれの役割について
実験を行い、考察して行く。 
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